




































































































報 告 番 号 甲第 2935 号 氏  名 佐藤 昌則 
Increased Duodenal Iron Absorption through Up-regulation of Ferroportin 1 Due to the 
Decrement in Serum Hepcidin in Patients with Chronic Hepatitis C 
C 型慢性患者における FPN 発現増強を介した十二指腸での鉄吸収亢進 
 
研究目的 
 C 型慢性肝炎 (CHC)患者の肝組織には過剰の鉄が蓄積していることが報告されてい
る. 我々は, CHC において細胞内の過剰遊離鉄が reactive oxygen species (ROS)の産生
を亢進させて肝細胞傷害や肝線維化を惹起する原因になることや, 肝内に変異原性塩基
である 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) を増加させ HCC の原因となることを
見出し, 瀉血療法に鉄制限食事療法を併用する除鉄療法により肝炎を鎮静化でき, 肝の
線維化を改善させ, 増加している 8-OHdG 量を正常化できること, さらに実際に除鉄療
法をＣ型慢性肝炎（F2/F3 grade）に長期間行ってきた結果, HCC の発生率が有意に低
下することを明らかにした. しかしながら, 肝組織に鉄が蓄積する機序は不明であった. 
生体への鉄の供給は, 腸管からの吸収と網内系でのヘモグロビンからの再吸収によるも
のが大部分を占めており, 腸管からの鉄吸収は主に十二指腸粘膜で行われ, 十二指腸上
皮 細 胞には 鉄 輸送関 連 分子と し て divalent metal transporter1 (DMT1) と
Ferroportin1 (FPN)が発現している. hepcidin は 25 のアミノ酸からなる 2.7kDa のペプ
チドで主に肝細胞で産生され, FPN の degradation と internalization を起こすことでマ
クロファージと十二指腸上皮上皮から鉄流出を抑制し鉄代謝を負に制御することが報告
されている. CHC 患者における鉄吸収能を検討した報告はなく, またこれら十二指腸鉄
吸収関連分子の異常も明らかとはなっていない. 本研究では, CHC 患者の肝における鉄




研究方法   
1）対象 
 2008年2月から2016年1月に当院にて十二指腸生検を施行した慢性C型肝炎患者 24
例を対象とし, 鉄代謝マーカーと肝機能が正常な H. pylori 陰性慢性胃炎患者 9 例をコ
ントロールとした. C 型慢性肝炎患者の診断基準としては ALT 30U/L 以上, PCR にて血
清 HCV-RNA 陽性とした. また, 18 歳未満, HBs-Ag 陽性例, IFN 既治療例, HCV—RNA
 2
陰性例, アルコール多飲歴のある例は除外とした.  
2) 臨床検査 Laboratory Tests 
 下記に示す血液生化学検査を施行した. 血算, 血清鉄, 血清フェリチン, 総鉄結合能
(TIBC), トランスフェリン飽和度, ALT, AST, γ-GTP, 総コレステロール, 中性脂肪. 
3) 経口鉄吸収試験 (OIAT) 
 12 時間絶食後，午前 9時の採血から血清鉄を測定した．その後 100mg のクエン酸第一鉄ナ
トリウム内服の 15，30，60，120 分後にそれぞれ採血をして血清鉄ならびに％トランフェリ
ン飽和度(Tf sat)を測定した． 
4) 血清 hepcidin-25 測定 
 血清 hepcidin-25 値は Medical Care Proteomics Biotechnology（Kanazawa，Japan）
に依頼し，液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析（LC-MS/MS）で測定した． 
5) 定量的 RT-PCR 
 十二指腸組織ならびに培養した Caco-2/TC7 細胞の Total RNA は RNeasy Mini Kit
を用いて抽出した．TaqMan RT-PCR kit により検体を調製後，ABI PRISM7700 
Sequence Detection System を用いて DMT1 (Hs00167206 m1), FPN (Hs00205888 
m1)および 18S rRNA を target とした TaqMan real-time RT-PCR を行った．蛍光強度
が固定閾値を超えるPCRサイクル数をCtと定義し，大腸癌組織より抽出した total RNA
をキャリブレーターとして用いて Ct と total RNA 量の標準曲線を作成した．各検体の
相対的 target mRNA 量は Ct から標準曲線を用いて算出し，相対的 18S rRNA 量により
補正した.  
6) 細胞培養 
 Caco-2/TC7 細胞は American Type Culture Collection より入手した．Caco-2/TC7 細
胞は 10%FBS を含む DMEM を用いて多孔質フィルター上で 21 日間培養し, 2 日間
serum starvation とした後, 10% FBS と hepcidin を含む DMEM または 10% FBS を含
む DMEM で 2 日間培養した.  
6) Western Blot 
 Caco-2/TC7 細胞単層膜を培養し,各細胞より RIPA buffer を用いて蛋白を抽出し，
Western Blot を行った. 標的タンパクの一次抗体として抗 DMT1 抗体 (#ab55735 




(HPA065634 dilution 1:150; Atlas Antibodies Stockholm, Sweden) を用いて免疫染色




 1) 患者背景 
 診断時の血液検査において CHC 群では Control 群と比べ, AST, ALT, 血清鉄, 血清フ
ェリチン, トランスフェリン飽和度が有意に上昇していた. 性別, Hb, BMI, 総コレステ
ロール, 中性脂肪には有意差を認めなかった.  
 2) 経口鉄吸収試験 
 CHC 患者における鉄貯留のメカニズムを検討するために、腸管からの鉄吸収を解析す
る目的で OIAT を施行した。鉄吸収は Control 群と比較して CHC 群で有意に亢進して
いた (P < 0.001). Tf sat も同様に Control 群と比較して, CHC 群で有意に亢進を認めた
(P < 0.001). CHC 患者では鉄剤投与前から Tf sat が高値にも関わらず, 鉄吸収の亢進が
認められた.  
3) 血清 hepcidin-25 濃度 
 CHC 群と Control 群における血清 hepcidin-25 濃度の中央値は, それぞれ 7.2ng/mL 
(range, 0-27.3), 23.3 ng/mL (range, 3.9-47.3)であり, CHC 群では血清 hepcidin-25 濃度
が有意に低下していた (P = 0.0002).  
4) 十二指腸組織における FPN mRNA と DMT1 mRNA の発現 
 TaqMan RT-PCR にて十二指腸生検組織での DMT1 と FPN mRNA 発現量を比較し
た. Control 群と比較して CHC 群で FPN mRNA 発現量は有意に上昇していた (P = 
0.0091). 一方, DMT1 mRNA 発現量には両群間に有意差を認めなかった(P = 0.8369).  
5) 十二指腸における FPN と DMT1 発現 
 FPN 免疫染色では, Control 群と比較し CHC 群で FPN 発現亢進を認めた. 十二指腸
生検検体での FPN の免疫染色強度をスコアリングしたところ, CHC 患者では controlと
比べ有意に十二指腸生検検体での FPN 発現が亢進していた (P < 0.0001).  
6) Caco-2/TC7 細胞単層膜における hepcidin による FPN 発現抑制の検討 
 Caco-2/TC7 細胞単層膜の培地中に, 6.25nM, 12.5nM, 25nM, 50nM, 100nM の
hepcidin をそれぞれ添加した. Caco-2/TC7 細胞単層膜において, hepcidin 濃度依存性に
有意なFPN mRNA発現量の低下が認められた (P < 0.001). 一方, DMT1 mRNA発現量
には hepcidin 濃度との関連性が認められなかった (P=0.561). 同様に Caco-2/TC7 細胞
単層膜の FPN と DMT1 の発現量を Western blot により検討したところ, hepcidin の濃
度が高くなるにつれ FPN 発現が抑制されていることも確認された. DMT1 発現量には
hepcidin 濃度との関連性が認められなかった.  
7) Caco-2/TC7 細胞単層膜における FPN と DMT1 発現 








検討するため, 腸管からの鉄吸収動態を OIAT によって検索した. その結果, control 群
と比べて CHC 群では有意に鉄吸収が有意に亢進していることを明らかにした. 
CHC 患者における hepcidin 発現については , 肝生検組織において hepcidin 
mRNA/serum ferritin の比が低下していることが報告されており, CHC における
hepcidin-25 低下の機序として HCV 由来の ROS により C/EBPαの DNA 結合能の低下
や, HDAC の活性化が関連していることが示唆されている. 本研究においては血清
hepcidin-25 濃度を LC-MS/ MS で測定し, CHC 群の血清 hepcidin-25 濃度が control
群より低値であることが確認された . 網内系細胞等では hepcidin が FPN の
internalization や degradation を惹起し, 細胞外への鉄の transport を抑制することが
知られていることから, 十二指腸鉄吸収関連分子であるFPNとDMT1のmRNAならび
に蛋白発現量を測定した. DMT1 mRNA は control 群と CHC 群間で差を認めなかった
が, FPN mRNAはCHC群で発現が亢進していた. 同様に十二指腸のFPNの免疫染色で
も CHC 患者で FPN の発現亢進が認められた. つまり, 十二指腸上皮細胞では hepcidin
が FPN 蛋白のみならず, mRNA レベルで発現を調節している可能性が示唆された. 
そこで Caco-2/TC7 細胞を transwell 内で長期間培養することにより十二指腸上皮の
モデルとなる単層膜を作製し, hepcidin が FPN と DMT1 に与える影響を検索した. 
Caco-2 cell monolayers では DMT1 mRNA 発現量は hepcidin の濃度による変化を認め
なかったが, FPN mRNA 発現量は hepcidin 濃度依存性に発現が抑制されていた. 以上
から, CHC 患者における鉄過剰の原因として腸管からの鉄吸収亢進が関連しており, そ
の機序として血清 hepcidin 低下による十二指腸粘膜での FPN 発現増強が一因であるも
のと考えられた. 
本研究では hepcidin が FPN mRNA 発現レベルから抑制することが示された. FPN 
mRNA の発現については macrophages において Nrf2 による活性化されるとした報告
や, また enterocytes では HIF response elements (HREs)に結合する HIF2αが FPN 
mRNA 発現亢進と関連しているとする報告があるが, これらと hepcidin の関連は明ら
かにはなっておらず, hepcidin が FPN mRNA 発現を抑制する具体的な機序については
今後検討の必要がある. 
結論 
 CHC 患者では血清 hepcidin-25 濃度が低下しており, 十二指腸で FPN 発現が増強す
ることにより, 鉄吸収が亢進している可能性が示された. In vitro において, 十二指腸上
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論文題名 
Increased Duodenal Iron Absorption through Up-regulation of  
Ferroportin 1 Due to Decrement in Serum Hepcidin in Patients with  
Chronic Hepatitis C 
 (C 型慢性肝炎患者における Hepcidin 低下による Ferroportin 1 の発現増強を介した十二指腸での鉄吸収亢進) 
結果の要旨 
本研究は，CHC 患者で鉄過剰が発生する機序を検討することを目的とした．CHC 患者で
は血清 hepcidin 濃度が低下し腸管からの鉄吸収が亢進していた．血清 hepcidin 濃度低下
により FPN mRNA の発現増強を介した消化管の鉄吸収亢進が肝内鉄沈着の原因であるこ
とが示唆された．本研究は，鉄吸収亢進を伴う CHC 患者に対して鉄過剰の機序を検討し鉄
過剰を是正する新規薬剤開発の助けとなると考えられ，学位論文として十分に値するもの
であると考えられた. 
 
